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"PROCESSO DE PREPARACAO DE FORMULACOES FARM ACE UTIC AS E/OU 
PRODUTOS ASSOCIADOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE APLICACOES 
DOS EVASINS E SEUS ANALOGOS ESTRUTURAIS E/OU CONFORMACIONAIS 
EM DOENCAS CRONICO-DEGENERATIVAS". 

5 A presente inven?ao caracteriza-se pelo processo de preparagao de formulagoes 

farmaceuticas para o desenvolvimento de aplica<p6es dos Evasins e seus analogos estruturais 
e/ou conformacionais em doengas cronico-degenerativas. Caracteriza-se ainda pelo processo 
de preparagao das formulagoes farmaceuticas e/ou produtos associados dos peptideos 
Evasins e seus analogos estruturais e/ou conformacionais usando as ciclodextrinas seus 

10 derivados, lipossomas .e os polimeros biodegradaveis e/ou misturas desses sistemas. A 
presente invengao compreende a identificagao de outros mecanismos bioquimicos e fisio- 
farmacologicos de agao dos Evasins, com aplicagao no estudo e tratamento de doengas 
cronico-degenerativas. 

Na maioria dos paises do mundo, de 15% a 25% da populagao adulta apresenta 

15 pressao arterial elevada (MacMahon, S. et. Al. Blood pressure, stroke, and coronary heart 
disease, Lancet 335:765-774, 1990). O risco cardiovascular aumenta com o nivel de pressao 
arterial. Quanto mais alta a pressao arterial, maior o risco de acidente vascular cerebral e 
eventos coronarianos. Considerada a principal responsavel por doen9as coronarianas, 
cerebrais e vasculares renais, a hipertensao e a principal causa de morte e incapacidade entre 

20 adultos. 

A insuficiencia cardiaca e em nivel mundial a principal causa de hospitaliza9ao na 
faixa etaria de 60 a 80 anos. So o envelhecimento da popula9ao ja e fator de aumento de sua 
incidencia, enquanto 1% dos individuos apresentam insuficiencia cardiaca na faixa de 25 a 
54 anos, entre os mais idosos a incidencia e muito maior, atingindo cerca de 10% naqueles 

25 com mais de 75 anos (Kannel, W. B. et. al. Changing epidemiological features of cardiac 
failure, Br. Hear J 1994; 72 (suppl): S3-S9). 

A insuficiencia cardiaca pela sua caracteristica clinica e doen9a limitante, que com 
o seu agravamento reduz a qualidade de vida dos pacientes e, nas formas avangadas, tern 
caracteristicas de doen9a maligna com mortalidade superior a 60% no primeiro ano, mesmo 

30 nos dias de hoje (Oliveira, M.T. Caracteristicas clinicas e prognostico de pacientes com 
insuficiencia cardiaca congestiva avan9ada, Faculdade de Medicina, USP 1999). Calcula-se 
que atualmente sao afetados mais de 15 milhSes de individuos so no mundo industrializado 
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e que so nos EUA, por exemplo, o numero de casos tenha aumentado 450% entre 1973-1990 
(Kannel, W.B. et. El. Changing epidemiological features of cardiac failure, Br. Hear J 1994; 
72 (suppl 3): S3-S9). 

A hipertensao e complexa, multifatorial, de alta prevalencia, responsavel por 
5 iniimeros efeitos deleterios e alta morbimortalidade (Kaplan, N. M. Blood pressure as a 
cardiovascular risk factor: prevention and treatment. JAMA. 275:1571-1576, 1996). 
Iniimeros estudos para avaliagao da eficacia de seu controle na popula9ao em geral e em 
grupos especiais tern sido desenvolvidos, objetivando o seu melhor entendimento. O 
controle pressorico sem ampla interven9ao nao medicamentosa e/ou farmaceutica nos 

10 fatores de riscos associados (diabete, obesidade, tabagismo) pode reduzir ou mesmo 
desprover os beneficios do tratamentO' a longo prazo de hipertensao arterial na redu$ao da 
mortalidade, em geral, por doenga coronariana (Wilson, P. W. et. al. Hypertension, the risk, 
factors and the risk of cardiovascular disease. Raven Press. 94-1 14). 

A hipertensao e a patologia que mais contribui para a arterosclerose cardiovascular 

15 (The fifth Report of the Joint National Committee on detection, evaluation, and treatment of 
High Blood Pressure. National Institute of Health (VJNC). Arch. Intern. Med. 153:154-181, 
1994). Segundo estatisticas, de cada quatro americanos, um e ou sera hipertenso, sendo que 
sao estimadas 4,78 milhoes de pessoas com insuficiencia cardiaca. A cada ano 400 mil 
novos casos sao diagnosticados, provocando 800 mil hospita!iza9oes, com um gasto de US$ 

20 17,8 bilhSes de dolares no tratamento. 

No Brasil dados do SUS mostraram que, em 1997, a insuficiencia cardiaca foi a 
principal causa de hospitaliza9oes entre as doen9as cardiacas, tendo o governo gasto 
R$ 150 milhoes no tratamento, equivalente a 4,6% das despesas com a saude (Filho, 
Albanesi F. Insuficiencia cardiaca no Brasil. Arq. Bras. Cardiol, 71:561-562, 1998). 

25 O sistema renina-angiotensina (SRA) e responsavel pela regula9ao da pressao 

arterial, da homeostase cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico, tanto em condi96es 
fisiologicas quanto patologicas (Krieger, E.^ M.; Santos, R. A. S. Angiotensins - aspectos 
fisiologicos. Hipertensao, 1:7-10,1998). A angiotensina II (Ang II) e o principal peptideo 
efetor do SRA, possuindo a9oes vassopressora, estimuladora da sintese de esteroides 

30 adrenais, proliferativa (fibroblastos, musculo liso vascular) e hipertroficas (miocitos 
cardiacos). Sua via de formasao envolve a produ9§o de angiotensinogenio pelo figado e a 
produ9ao de renina no aparelho justa glomerular. Essas substancias sao liberadas na corrente 
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sanguinea onde o angiotensinogenio e hidrolisado pela renina, formando a Aug I, que, no 
pulmao sofrera agao da enzima conversora de angiotensina (EC A) e originara a Ang II. Essa 
por sua vez, exercera suas agoes em orgaos-alvo distantes do local de sua produgao (Krieger, 
E. M.; Santos, R. A. S. Angiotensinas - aspectos fisiologicos. Hipertensao, 1: 7-10, 1998). 
5 Recentemente descobriu-se que alem do sistema que gera Ang II circulante, 

diferentes tecidos contem SRA independentes que geram a Ang II, aparentemente para agao 
local. Os componentes do SRA tecidual, sao encontrados nas paredes dos vasos sanguineos, 
no utero, na porgao exocrina do pancreas, olhos, coragao, cortex adrenal, testiculo, ovarios, 
lobos anterior e intermediario da hipofise, pineal .e cerebro. As fungoes desses SRAs 

10 teciduais nao estao muito bem esclarecidas. (Ardaillou, R.; Michel, J. B. The relative roles 
of circulating and tissue renin-angiotensin systems. Nephrol. Dial. Transplant., 14:283- 
286,1999). As agoes locais do SRA podem ocorrer em nivel da celula que produz os 
peptideos (fungoes intracrina e autocrina), sobre celulas adjacentes (fiingao paracrina) ou em 
locais distantes da regiao de produgao (fiingao endocrina). 

1 5 Observagoes recentes indicam que importantes agoes perifericas e centrais do SRA 

podem ser mediadas por sequencias menores de peptideos angiotensinergicos, incluindo 
Ang III [Ang-(2-8)] 5 Ang IV [Ang-(3-8)] e Ang-(l-7). Podemos considerar que tanto a Ang 
I [Ang-(l-lO)], como a Ang II [Ang-(l-8)] podem sofrer um processo de biotransformagao, 
gerando uma "familia" de peptideos de angiotensina biologicamente ativos. (Santos, R. A. 

20 S.; Campagnole-Santos, M. J.; Andrade, S. P. Angiotensin^ 1-7): an update. Regulatory 
Peptides , 91:45-62, 2000). 

A angiotehsina-(l-7) e um dos peptideos da "familia" das angiotensinas 
biologicamente ativos, sendo formada por uma via independente da EC A. O processamento 
da Ang I pela NEP ou Prolil-endopeptidase ou da Ang II por prolil-endopeptidase, prolil- 
-25 carboxipeptidades ou ECA-II geram o heptapeptideo Ang-(l-7). Depois de formada, a Ang- 
(1-7) pode ser hidrolisada por amino-peptidases gerando Ang-(2-7) e Ang-(3-7). A hidrolise 
da Ang-(l-7) pela ECA origina Ang-(l-5). (Santos, R. A. S.; Campagnole-Santos, M. J.; 
Andrade, S. P. Angiotensin^ 1-7): an update. Regulatory Peptides , 91:45-62, 2000). 

A Ang-(l-7) juntamente com a Ang II, sao os principais efetores do SRA. Duas 

30 caracteristicas importantes separam a Ang-(l-7) da Ang II: a primeira possui agoes 

i 

biologicas altamente especificas e sua via de formagao e independente da ECA (Santos, R. 
A. S.; Campagnole-Santos, M. J.; Andrade, S. P. Angiotensin^ 1-7): an update. Regulatory 
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Peptides , 91:45-62, 2000). Os Evasins favoreceriam a formagao de Ang-(l-7), por 
aumentar a concentragao de Ang I e reduziria seu metabolismo, via inibi?ao da EGA. 

O objetivo primario do tratamento da hipertensao nao so visa a queda dos gastos, 
como tambem a preven$ao das lesoes em orgaos-alvo, atraves das modifica^oes da 
5 qualidade de vida e do uso de medicamentos, quando necessario. (The Fifth Report of The 
Joint National Committee on detection, evaluation, and treatment of High Blood Pressure. 
National Institute of Health (VJNC). Arch. Intern. Med. 153:154-181, 1994). 

O tratamento medicamentoso.tem indicagao frente a nao resposta as mudangas de 
estilo de vida apos um periodo de tres a seis meses, e.na vigencia de lesoes em orgaos-alvo 

10 (hipertrofia ventricular esquerda, isquemia do miocardio, acidente vascular encefalico ou 
retinopatia hipertensiva). Todos os pacientes com pressao arterial sistolica superior a 
180 mmHg ou pressao arterial diastdlica maior que 110 mmHg devem ser submetidos a 
tratamento farmacologico, independente de outros fatores presentes ou nao (Report the- 
Canadian Hypertension Society. Consensus Conference. 3. Pharmacological treatment of 

15 essential hypertension. Xan. Med. Assoc. J. 149 (3): 575-584, 1993). 

Durante os anos 70 e 80, entretanto, os anti-hipertensivos tornaram-se uma 
ferramenta importante no tratamento da pressao arterial elevada (Menard, J. Anthology of 
renin-angiotensin system: A one hundred reference approach to angiotensin II antagonista. J. 
Hypertension 11 (suppl 3): S3-S11, 1993). Durante as ultimas quatro decadas, a pesquisa 

20 farmacologica produziu novas classes de drogas para tratar a hipertensao: os diureticos nos 
anos 60, os beta-bloqueadores nos anos 70, os bloqueadores do canal de calcio, os 
antagonistas dos receptores da angiotensina II e os inibidores da enzima conversora da 
angiotensina (EC A). 

Os diureticos podem ser divididos em tres categorias: tiazidicos de alga e os 
25 poupadores de pptassio. Os tiazidicos e similares incluem Clorotiazida e Hidroclotiazida, os 
qiiais apresentam nos primeiros dias de tratamento diminuigao da pressao arterial em torno 
de 10 a 15 %; estando relacionada esta queda com a diminuigao do volume extracelular 
secundario e aumento da diurese e natriurese. Entao, apos seis meses, o volume plasmatico e 
o debito cardiaco retornam a valores normais e a diminui^ao da pressao arterial e 
30 relacionada com a diminuigao da resistencia vascular periferica (Frolich, E. Current 
Approaches in the treatment of Hypertension, 405-469). Sao habitualmente utilizados em 
monoterapia, apresentando melhores respostas em pacientes de raga negra e, em baixas 



doses, nos idosos. Tern como efeitos colaterais: aumento da resistencia periferica a insulina, 
aumento dos trigliceridios, aumento do LDL, hypocalcemia, hiperucemia. Entre os diureticos 
de al?a temos Furosemida, Bumetamida e Triantererio, sendo diureticos muito mais potentes 
que os tiazidicos. Atuam predominantemente nas po^oes medulares e corticais da al9a de 
henle. Apresentam os mesmos efeitos colaterais que os tiazidicos. Ja os poupadores de 
potassio sao drogas de a9ao diuretica fraca, sendo raramente utilizados isoladamente. Dentre 
eles temos Amilorida, Triatereno e Espironolactona. 

Os beta-bloqueadores, entre eles o Atenolol e Naolol, sao classificados em beta-1 e. 
beta-2. O mecanismo de a?ao anti-hipertensiva nao esta totalmente estabelecido, porem 
podem decorrer basicamente do fato de que os beta-bloqueadores inibem os receptores beta 
pre-sinapticos impedindo a libera9ao de noradrenalina. Tern como efeitos colaterais: 
altera9ao da resposta a insulina, prolongam o coma hipoglicemico, aumentam os 
trigliceridios e aumentam a creatinina por diminui9ao do fluxo renal. 

Os bloqueadores dos canais de calcio sao utilizados ha pelo menos 25 anos (Frolich, 
E. D. Current Approaches in the Treatment of Hypertension, 405-469, 1994). Podem ser 
reunidos em dois grandes grupos, de acordo com suas a96es farmacoldgicas: os que exercem 
maior a9§o na condu9ao do estimulo, como Verapamil e o Diltiazem e aqueles que 
apresentam a9ao predominate vasodilatadora, como os derivados diidropirinicos 
(Nifedipina e outros) (Frolich, E. D., Hypertension. Adult Clinical Cardiology Self 
Assessment Program (ACCSAP), 6: 3-19, 1995). Tern como efeitos colaterais edema de 
membros inferiores e taquicardia. 

Os inibidores da enzima conversora tern como a9ao principal inibir a conversao da 
angiotensina II. Dessa forma, a9oes essencialmente vasoconstritora da angiotensina II sao 
minimizadas. Estudos preliminares mostraram que o teprotide (Evasin-9a), o primeiro 
inibidor usado clinicamente, exerce atividade anti-hipertensiva quando ministrado via 
intravenosk, porem e inativo por via oral, o que limitou^seu emprego. Sabe-se atualmente 
que a ECA e uma enzima com a96es miiltiplas, isto e, que atua em diversos substratos. Alem 
de agir como uma dipeptidase na angiotensina I e na bradicinina, e capaz tambem de clivar 
as cadeias peptidicas do peptideo natriuretico, indicando que a enzima pode atuar em 
diversos tecidos. A ECA tern papel importante na inativa9ao da Ang-(l-7) circulante e 
tecidual. A concentra9§o desse peptideo circulante e semelhante a concentra9ao da Ang II e 
mostra-se aumentada apos inibi9ao da ECA. Esse aumento pode ser devido ao aumento do 
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precursor (Ang I) e a diminuicao da degradacao pela EC A (Santos, R. A. S.; Campagnole- 
Santos, M. J.; Andrade, S. P. Angiotensin^ 1-7): an update. Regulatory Peptides , 91:45-62, 
2000). 

Foram encontradas no estado da tecnica as seguintes patentes que relatam a atividade 
do omapatrilat: US2002013307-A1, Kothari and Desai; US2002004500-A1 
(WO2001 74348- A2, AU200187289-A), Bristo-Myers Squibb Co (BRIM) and Reeves et al.; 
US6166227-A (WO200003981-A2, AU9948528-A), Bristol-Myers Squibb Co(BRIM) and 
Godfrey et al. No entanto esse composto e seus analogos apresentaram efeitos colaterais 
importantes (angioedema e tosse) devido a sua alta atividade inibitoria sobre a 
endopeptidase neutra (NEP) . 

Esses medicamentos sao excelentes quando ministrados em monoterapia, uraa vez 
que os inibidoresda EC A provocam queda relativamente rapida da pressao arterial em 60 a 
70% dos pacientes com hipertensao arterial (Ganong, W. Neuropeptides in cardiovascular 
control. J. Hypertens 2 (suppl 3): 15-22, 1984). Sao em geral bem tolerados, mas seu uso 
pode acarretar efeitos colaterais e reacoes adversas, algumas das quais relativamente graves, 
entre elas, edema angioneurotic©, erupcoes cutaneas e tosse seca (8 a 10%), discrasias 
sanguineas e impotencia sexual. 

As primeiras tentativas de desenvolver antagonistas da Ang II datam do initio da 
decada de 70 e concentraram-se no desenvolvimento de peptideos analogos a Ang II. Os 
primeiros, saralasina, 1-sarcosina, 8-isoleucina angiotensina II, e posteriormente outros. No 
entanto, nao tiveram aceitacao clinica, pois apresentavam atividade agonista parcial. Em 
1982, foram desenvolvidos dois primeiros antagonistas dos receptores ATi e nao peptidicos 
(S-8307 e S-8308) que, embora fossem altamente especificos e sem atividade agonista, 
apresentavam fraca ligacao aos receptores da Ang II. Com uma serie de modificacoes na 
estrutura molecular desses dois precursores, para melhorar a potencia, reter a jseletividade e 
atingir as propriedades farmacocineticas, urn novo produto de uso oral, potente e de alta 
especificidade, foi desenvolvido o Losartan: A partir de entao, muitos outros antagonistas 
nao-peptidicos foram desenvolvidos, tais como Candesartan, Irbesartan, Valsartan, 
Telmisartan, Eprosartan, Tasosartan e Zolasartan. 

A angiotensina-(l-7), (Asp-Ang-Val-Tir-Ile-His-Pro) e seu derivativo Sar' -Ang-(1- 
7) tambem antagonizam os efeitos pressores da Ang II no homem (Ueda S, Masumori- 
Maemoto S, Ashino K, Nagahara T, Gotoh E, Umemura S, Ishii M. Angiotensin^ 1-7) 
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attenuates vasoconstriction evoked by angiotensin II but not by noradrenaline in man. 
Hypertension 2000; 35:998-1001) e ratos (Bovy PR, Trapani AJ, McMahon EG, Palomo M. 
A carboxy-terminus truncated analogue of angiotensin II [Sar 1 ] angiotensin II-(l-7)-amide, 
provides an entry to a new class of angiotensin II antagonists. J Med Chem. 1989; 32:520- 
5 522). A contra?ao produzida pela Ang II em arterias isoladas de coelhos e humanos tambem 
e reduzida pela angiotensina-(l-7) (Bovy PR, Trapani AJ, McMahon EG, Palomo M. A 
carboxy-terminus truncated analogue of angiotensin II [Sar 1 ] angiotensin II-(l-7)-amide, 
provides an entry to a^new class of angiotensin II antagonists.. J Med Chem. 1989; 32:520- 
522. Roks AJ, Van-Geel PP, Pinto YM, Buikema H, Henning RH, de Zeeuw D, van-Gilst 
10 WH. Angiotensin^ l-7).>. is a modulator of the human renin-angiotensin system. 
Hypertension 1999; 34(2):296.-301). 

A formula$ao da presente inven9ao caracteriza-se pelo uso da mistura de excipientes 
aceitaveis farmaceuticamente combinados Evasins e analogos. Podem ser preparadas 
formula96es com um excipiente ou misturas desses. Exemplos de excipientes incluem agua, 
15 solugao salina, solufoes tamponadas com fosfato, a solu9ao de Ringer, solugao de dextrose, 
a solu9ao de Hank, soloes salinas biocompativeis contendo ou nao polietileno glicol. 
Outras formula9oes uteis incluem agentes capazes de aumentar a viscosidade, como 
carboximetilcelulose de sodio, sorbitol, ou dextran. Os excipientes tambem podem conter 
quantidades menores de aditivos, como substancias que aumentam isotonicidade e 
20 estabilidade quimica de substancia ou tampoes. Exemplos de tampoes incluem tampao 
fosfato, tampao bicarbonato e tampao Tris, enquanto exemplos de preservatives incluem 
timerosal, meta- ou orto-cresol, formalin e benzil-alcool. As formula96es padroes podem ser 
Hquidas ou solidas. Desta forma, uma formula9ao nao-liquida, o excipiente pode incluir 
dextrose, albumina de soro humano, preservativos, etc, para quaLagua ou.solu9ao salina 
25 esteril pode ser acrescentada antes da administra9ao. v 

A presente inve^ad- caracteriza-se ainda pela prepara9ao de sistemas de libera9ao 
r * controlada contendo Evasins e analogos. Os sistemas de libera9ao controlada satisfatorios 
incluem, mas nao sao limitados as ciclodextrinas, polimeros biocompativeis, polimeros 
biodegradaveis, outras matrizes polimericas, capsulas, microcapsulas, microparticulas, 
30 prepara96es de bolus, bombas osmoticas, dispositivos de difusao, lipossomas, lipoesferas, e 
sistemas de administra9ao transdermicos. Outras composi9oes de libera9ao controlada da 



I 
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presente invenfao incluem Hquidos que, apos administrate para urn animal, formem urn 
solido ou um gel in situ. 

US4598070 (CA1215359, DK356684, EP135044, ES8506757, GR82322, 
JP60025967), Mashiro, Kawahara et. al. (1986), desenvolveram uma inven9ao a qual relata 
5 a obten9ao de compostos de inclusao entre Tripudine (anti-hipertensivo) e ciclodextrinas 
(a-ctclodextrina e P-ciclodextrina). O Tripamide e pouco soluvel em agua, portanto a 
utilizagao de ciclodextrinas fez com que fossem obtidos compostos mais soluveis. Esta 
inven9ao utilizou tambenl algutnas tecnicas de caracterizafao comp: calorimetfia diferencial 
exploratoria (DSC) e difrafao de raios-X. 

10 US4666705, De Crosta, Mark. T. et. al. (1987) relataram uma invengao baseada na 

libera^ao controlada de farmacos para hipertensao. Foi utilizado um inibidol* da ECA, o 
Captopril (inibidor nao peptfdeo, sitio ativo dirigido da ECA), pois esse inibidor apresenta 
uma rapida absor^ao, com meia-vida de 2 horas. Para retardar essa liberafao esta invenfao 
baseou-se na obtengao de tabletes contendo o captopril juntamente com o polimero ou 

15 copolimero. O polimero utilizado foi o polivinil pirrolidone (PVP) e a tecnica utilizada foi a 
granulagao a seco. O resultado obtido foi o aumento do tempo de permanencia do farmaco 
no organismo por um periodo de 4 a 16 horas. 

US5519012, Fercej-Temeljoov, Darja et. al. (1996), desenvolveram uma inven9ao 
baseada na obten9§o de um novo composto de inclusao de um anti-hipertensivo, o 1,4- 

20 diidropiridina, com metil-(P-ciclodextrina e outros derivados como (P-ciclodextrina 
hidroxilada. 

US5728402, Chen, Chih-Ming et. al. (1998), publicaram uma inven9&o baseada na 
libera9ao controlada de farmacos, atraves de uma composi9ao farmaceutica contendo uma 
fase interna composta por captopril e hidrogel, e uma outra fase externa insoluvel no 

25 estomago. Esse invento teve como t>bjetivo aumentar o tempo de absor9ao do farmaco que 
quando aplicado isoladamente e de I 'hora. 

US5834432, (AU5990796, CA2221730; EP0828505, WO09639164, JP1 15073625), 
Rodgers, Katlen Elizabeth et. al. (1998), utilizararn agonistas dos receptores AT2 para 
acelerar a cicatriza9ao de ferimentos. 

30 US6087386 (W09749392A1) Chen, Tzyy-Show H. et. al. (2000) publicaram uma inven9ao 
que apresenta uma composi9ao farmaceutica composta por Enalapril (inibidor da ECA) e 
Losartan (antagonista da All), sendo uma camada de Losartan Potassico e outra camada de 



Maleato de Enalapril. Essa invencao objetivou-se no melhoramento da acao farmacologica, 
diminuindo os efeitos colaterais e auraentando o tempo de absorcao. 

US6 178349, Kieval, Roberts S. et. al. (2001) desenvolveram um aparelho baseado na 
liberacao de farmacos via estimulacao neural para o tratamento de doencas cardiovasculares. 
Esse aparelho constitui-se de eletrodo conectado ao nervo, um gerador de pulso implantavel 
e um reservatorio que contem o farmaco a ser aplicado. Durante o uso o eletrodo e a 
liberacao do farmaco estimula o nervo, o qual afeta o controle sobre o sistema 
cardiovascular. * 

Vinte e um peptideos potenciadores da bradicinina encontrados no veneno e nos 
.tecidos da Bothrops jararaca (genericamente denominados de BPPs ou bradykinin 
potentiating peptides), tiveram suas sequencias de aminoacidos determinadas por 
espectrometria de massa ou deduzidas do cDNA dos precursores dessas moleculas expresses 
em tecidos nao de glandula de veneno dessa serpente (denominados Evasins ou 



Endogenous Vasopeptidase Inhibitors). 




Nomenclatura 


Sequencia 


EVASIN-5a 


<EKWAP 


EVASIN-5b 


<EWPRP 


EVASIN-5c 


<EKFAP 


EVASIN-6a 


<ESWPGP 


EVASIN-7a 


<EDGPIPP 


EVASIN-9a 


<EWPRPQIPP 


EVASIN-9b 


<ESWPGNIPP 


EVASIN-lOa 


<ESWPGPNIPP 


EVASIN-lOb 


<ENWPRPQIPP 


'* EVASIN-lOc 


<ENWPHPQIPP 


EVASIN-lOd 


<ESWPEPNIPP 


EVASIN-lla 


<EGRAPGPPIPP 


EVASIN-llb 


<EGRAPHPPIPP 


EVASIN-llc 


<EGRPPGPPEPP 


EVASIN-lld 


<EARPPHPPIPP 


EVASIN-12a 


<EGWAWPRPQIPP 


EVASIN-12b 


<EWGRPPGPPIPP 
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EVASIN- 13a <EGGWPRPGPEIPP 

EVAS IN- 1 3b <EGGLPRPGPEIPP 

EVASIN- 13c <EGGWPRPGPQIPP 
A maioria desses peptideos apresenta o motivo estrutural C-terminal PX*X 2 PP, onde 
onde X 1 pode ser qualquer aminoacido e X 2 geralmente e urn residue de isoleucina (I), e o 
aminoacido N-terminal e bloqueado, freqiientemente pela preser^a de urn residuo de acido 
piroglutamico (<E). Os peptideos sinteticos correspondentes foram testados como inibidores 
do sitio C e N da EC A recombinante, e como potenciadores, tanto da atividade contratil da 
bradicinina em ileo isolado de cobaia, como da atividade hipotensora da bradicinina em 
ratos. Os mais seletivos e eficazes como potenciadores da a?ao contratil da bradicinina em 
ileo isolado de cobaia e a9ao da hipotensora na pressao arterial de ratos foram aqueles 
compreendidos entre as massas de 500 a 1700 Daltons, contendo de 5 a 13 residuos de, 
aminoacidos. As moleculas ativas foram modificadas quimicamente dando origem a outros 
peptideos com caracteristicas qualitativamente semelhantes. 

Os Evasins, oligopeptideos de 5 a 13 aminoacidos, formulados na presente 
inven?ao estao descritos a seguir: 



Formulas 


Seqiiencias 


Nomenclature 


I 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 P 5 


Evasin-Sa, b, n 


n 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 P 6 


Evasin-6a, b, n 


in 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 P 6 P 7 


Evasin-7a, b, n 


IV 


<E 1 aa 2 aa 3 P 4 aa 5 aa 6 P 7 P 8 


Evasin-8a, b, n 


V 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 P 8 P 9 


Evasin-9a, b, n 


VI 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 P 6 aa 7 aa 8 P 9 P 10 


Evasin-lOa, b, n 




<E , aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 P 7 aa 8 aa 9 P ,0 P 1 \ 


Evasin-lla, b, n 


VIII 


<E , aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 P 8 aa 9 aa ,0 P n P ,2 f , 


Evasin-12a, b, n 


IX 


<E , aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 aa 8 P 9 aa ,0 aa 11 P 1 ?P 13 


Evasin-13a, b, n 



onde: 

P e sempre prolina. Os demais poderao ser L- ou D-aminoacidos e derivados que 
estao apresentados com o codigo de tres e de uma letra 

acido aspartico (Asp, D) acido glutamico (Glu, E) 

alanina (Ala, A) arginina (Arg, R) 

asparagina (Asp, D) fenilalanina (Phe, F) 
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10 



15 



glicina (Gly, G) 
histidina (His, H) 
leucina (Leu, L) 
prolina (Pro, P) 
tirosina (Tyr, Y) 
triptofano (Trp, W) 

acido aminobutirico (Abu) 
acido diaminobutandico (Dab) 
acido hexanoico (e-Ahx) 
acido piroglutamico (Pyr, <E) 
acido tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic) 
butil-glicinaciclohexilalanina (Cha) 
citrulina (Cit) 
fenilglicina (Phg) 
homoserina (Hse) 
norvalina (Nva) 
penicilalanina (Pen) 
ietilalanina (Thi) 
<E 1 acido piroglutamico e o aminoacido N-terminal; 



glutamina (Gin, Q) 
isoleucina (He, I) 
lisina (Lys, K) 
serina (Ser, S) 
treonina (Thr, T) 
valina (Val, V) 

acido aminoisobutirico (Aib) 
acido diaminopropionico (Dpr) 
acido isonipecotico (Isn) 



estatina e derivados (Sta) 
hidroxiprolina (Hyp) 
norleucina (Nle) 
ornitina (Orn) 
sarcosina (Sar) 



20 



25 



30 



aa 2 e um aminoacido geralmente W, S, ou K para as formulas I e II , geralmente D 
para formula III e geralmente W, S, GouN para as formulas IV a IX; 

aa 3 e geralmente W, P, F ou G para as formulas I a III e geralmente P, G, W ou R 
para as formulas IV a IX; 

aa 4 e um aminoacido geralmente P, A ou R para as formulas I a III e geralmente P, 
A, R ou W para as formulas IV a IX; 

aa 3 e um aminoacido geralmente R ou I para as formulas II e III e geralmente T, P, 
G, H, R, W ou E para as formulas IV a IX; 

aa° e um aminoacido geralmente Q, N, P, T, H, R ou G para as formulas V, VII, VIII 
e IX; e freqiientemente I 7 A, T ou Y para a formula IV 

aa' e um aminoacido geralmente N, Q, G ou R para as formulas VI, VIII e IX e e 
frequentemente I, A, T ou Y para a formula V; 
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aa 8 e um aminoacido geralmente Q, P ou G para as formulas VII e IX e 
frequentemente I, A, T ou Y para a formula VI; 

aa 9 e um aminoacido geralmente Q, N ou G para a formula VIII e frequentemente I, 
A, T ou Y para a formula VII; 
5 aa 10 e um aminoacido geralmente Q e E para a formula IX e e frequentemente I, A, T 

ou Y para a formula VIII; 

aa 1 1 para a formula IX e frequentemente I, A, T ou Y; 
Uma outra caracteristica da presente invengao e a possibilidade de modifica9ao de todas 
as moleculas dos EVASINs com o intuito de melhorar suas propriedades farmacocineticas e 
10 de especificidade de a9ao sobre diferentes moleculas-alvo envolyidas em patologias 
cardiovasculares, quer como inibidores de vasopeptidases como de afao sobre celulas 
endoteliais e musculo liso de vasos atraves de modificagoes quimicas.que consistem: 

1) modificacdes conformacionais localizadas por substitui9ao de L-aminoacidos por 
D-aminoacidos levando a introdu^ao de uma estrutura P-"turn" reversa ("hairpin") 

15 ou por introdugao de amino acidos a-substituidos tornando o eixo da cadeia 

polipeptidica numa estrutura de a-helice ou na conforma^ao estendida ou em p- 
"turn" como por exemplo a introdu?ao do a-aminoisobutirico. Tambem e prevista 
uma substituifao N-metil de um a-aminoacido restringindo a a9ao da liga9&o amida, 
eliminando a forma9ao de ponte de hidrogenio, afetando o angulo de tor9ao da 

20 cadeia polipeptidica principal e permitindo a forma9ao liga9ao peptidica cis. Uma 

outra modifica9ao e a substitui9ao da liga9ao amida do peptideo por uma Hga9ao 
covalente nao amidica de forma a proteger essa Hga9ao contra a a9ao de proteases. 

2) Modifica^oes conformacionais globais por cicliza9ao estabilizando estruturas 
secundaria:si Os dois amino acidos de escolha para serenv substituidos por cisteina ou 

25 por outros compostos organidos contendo, por exemplo, urri grupo tiol cada como 

um analogo do p^-dimetilpenicilamina, pode ser qualquer um dos residuos de amino 
acidos das sequencias dos EVASINs ou de seus analogos, estando separados um do 
outro de pelo menos dois residuos de amino acidos da cadeia polipeptidica. 
Favorece-se entao a forma9ao de uma ponte S-S entre os dois residuos tiolicos, por 

30 < exemplo, e forma-se assim um peptideo ciclico. A cicliza9ao pode tambem ser obtida 

pela forma9ao de uma liga9§o lactamica, ou de liga9ao peptidica entre o grupo 
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carboxilico e amino livres do polipeptideo ou qualquer outro procedimento quimico 
que favpre^a a ciclizagao do peptideo. 
3) Modifica^oes das cadeias laterais dos amino acidos (/-"constraints") a 
determina?ao dos angulos de torgao das cadeias laterais de a-amino acidos pode 
5 permitir modificagoes topologicas que melhor ajuste o polipeptideo ao seu sitio de 

liga9ao como por exemplo a substituiijao da tirosina por P-metil-2\6'-dimetiltirosina 
(TMT) podendo definir uma conformafao preferencial ao sitio de interasao. As 
altera?6es projSbstas foram referidas e exemplificadas na revisao die Victor J. Hruby 
publicada na revista Nature, 1, 847-858, 2002. 
1 0 A presente invengao ? caracteriza-se pela obtengao de sistemas de libera9ao dos 

oligopeptideos, EVASINs, usando as ciclodextrinas e seus derivados que diminuem a 
degrada?ao pelo trato gastrointestinal (TGI), significando maior biodisponibilidade do 
peptideo no sistema biologico. 

Um farmaco pode ser quimicamente modificado para alterar suas propriedades como 
15 biodistribui^ao, farmacocinetica e solubilidade. Varios metodos tern sido usados para 
aumentar a solubilidade e estabilidade das drogas, entre eles o uso de solventes organicos, 
emulsoes, lipossomas, ajuste de pH, modificafoes quimicas e complexafao dos farmacos 
com um agente encapsulante apropriado como as ciclodextrinas, lipossomas e o 
microencapsulamento em polirheros biodegradaveis. 
20 As ciclodextrinas foram isoladas pela primeira vez em 1891 por Vilers, como 

produtos de degradafao do amido pela a9ao da amilase do Bacillus macerans. Em 1904, 
Schardinger as caracterizou como oligossacarideos ciclicos. Em 1938 Frudenberg e 
colaboradores relataram que as ciclodextrinas sao constituidas de unidades de glicose unidas 
pela Hga9ao (a 1— > 4). Em 1948 Freudenberg e colegas veriftcaram qtie as ciclodextrinas 
25 apresentam a capacidade de formar compostos ou complexos de inclusao e, mais tarde,,. 
assim como French e colaboradores, elaboraram processos de sinteses de ciclodextrinas 
puras. Cramer e colaboradores, a partir de 1 954, realizaram estudo sistematico da forma9ao 
de complexos de ciclodextrinas com outros compostos. Entre 1955 e 1960 realizaram-se os 
primeiros estudos sobre a forma9ao de complexos de inclusao de ciclodextrinas com 
30 farmacos. Esses estudos prosseguem intensamente no Japao, Hungria, Fran9a, Italia e outros 
paises. 
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As ciclodextrinas sao obtidas por degradagao enzimatica do amido. Os metodos 
constam das seguintes fases: produ9ao e purificagao da enzima, transforma9ao enzimatica do 
amido e recupera9ao e separa9ao das ciclodextrinas. A enzima envolvida e uma 
ciclodextrina-glicosiltransferase (CGT). Sendo ela obtida de diversos microrganismos, mas 
5 principal mente Bacillus macerans, B. megatherium, B. stereothermophilus e Klebsiella 
pneumoniae. (Korolkovas, A. Inclusao molecular e ciclodextrinas: propriedades e aplica95es 
terapeuticas. ENLACE Farmalab, 2/91, Ano 5, Vol. II , p.6-15). 

As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos que incluem seis,,. sete. ou oito 
unidades de glucopiranbse. Devido a intera96es estericas, as ciclodextrinas, CDs, formam 

10 uma estruturas ciclica na forma de cone truncado com uma cavidade interna apolar. Trata-se 
de compostos quimicamente estaveis que podem ser modificados de maneira regio-seletiva. 
As ciclodextrinas (hospedeiros) formam complexos com varias moleculas, hidrofobas 
(convidados) incluindo as mesmas de forma completa ou em parte na cavidade. As CDs tern 
sido usadas para a solubiliza9ao e encapsula9ao de drogas, perfumes e aromatizantes como 

15 descrito por Szejtli, J., Chemical Reviews, (1998), 98, 1743-1753. Szejtli, J., J. Mater. 
Chem., (1997), 7, 575-587. Conforme estudos detalhados de toxicidade, mutagenecidade, 
teratogenicidade e carcinogenecidade sobre as ciclodextrinas, descritos em [Rajewski, R.A., 
Stella, V. 7 J. Pharmaceutical Sciences, (1996), 85, 1142-1169], essas se apresentam com 
baixa toxicidade, em especial da hidroxipropil-(-ciclodextrinas, como relatado em Szejtli, J. 

20 Ciclodextrins: Properties and aplications. Drug Investig., 2(suppl. 4): 11-21, 1990. Exceto 
para altas concentra95es de alguns derivados, que provocam danos aos eritrocttos, esses 
produtos em geral nao acarretam riscos a saude. A utiliza9ao das ciclodextrinas como 
aditivos em alimentos ja foi autorizada em paises como Japao e a Hungria e para aplica9oes 
mais especificas, na Fran9a e na Dinamarca. Todas essas caracteristicas sao uma motiva9ao 

25 crescents para a descoberta de novas aplica9oes. 

Alem das ciclodextrinas, tambem sao utilizados polimeros biodegradaveis, os quais 
diminuem a velocidade de absor9ao dos farmacos no organismo, atraves dos dispositivos de 
libera9ao controlada. Nestes sistemas as drogas sao incorporadas em uma matriz polimerica 
baseando-se no encapsulamento das drogas em microesferas, ou nanoesferas as quais 

30 liberam a droga no interior do organismo, em pequenas e controlaveis doses diarias, durante 
dias, meses ou ate anos. 
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Varios polimeros ja foram testados em sistemas de liberaipao controlada. Muitos em 
fun9ao-de suas propriedades fisicas, tais como: poli(uretanos) por sua elasticidade, 
poli(siloxanos) ou silicone por ser urn bom isolante, poli(metil-metacrilato) por sua for9a 
fisica, poli(vinil alcool) por sua hidrofobicidade e resistencia, poli(etileno) por sua dureza e 
5 impermeabilidade (Gilding, D. K. Biodegradable polymers. Biocompat. Clin. Implat. Mater. 
2: 209-232, 1981). 

Entretanto, para uso em humanos, o material deve ser quimicamente inerte e livre de 
is impurezas. Alguns dos materials utilizados em sistemas de liberaQao sao: poli(2-hidroxi~ 
etilmetacrilato), poliacrilamida, polimeros* na base de acido lactico (PLA), na base de acido 
1 0 glicolico (PGA), e os respectivos co-polimeros, (PLGA) e os poli (anidridos) tais como os 
polimeros na base de acido sebasico PSA e os co-polimeros com polimeros hidrofobicos. 

A presente inven?ao caracteriza-se ainda pela obten9ao de sistemas de libera^ao 
controlada dos oligopeptideos, Evasins usando os lipossomas que aumentam a 
biodisponibilidade do peptideo. Lipossomas sao vesiculas lipidicas que incluem 
15 compartimentos internos aquosos em quais moleculas, por exemplo, drogas, podem ser 
encapsuladas com objetivo de alcan?ar uma libera?ao lenta da droga depois de 
administra9§o do lipossoma em um individuo. 

Sao relatados no estado da tecnica muitas patentes para a prepara9ao de lipossomas 
[Pat US 4,552,803, Lenk; Pat US 4,310,506, Baldeschwieler; Pat US 4,235,871, 
20 Papahadjopoulos; Pat US 4,224,179, Schneider; Pat US 4,078,052, Papahadjopoulos; Pat US 
4,394,372, Alfaiate; Pat US 4,308,166, Marchetti; Pat US 4,485,054, Mezei; e Pat US 
4,508,703, Redziniak; Wobdle e Papahadjopoulos, Methods EnzymoL 171:193-215 (1989)]. 
Lipossomas unilamelares tern uma unica membrana que inclui um volume aquoso 
: . [Huang, Biochemistry 8:334-352 (1969)] enquanto lipossomas multilamelares tern 
25 numerosas membranas concentricas [Bangham et Col., J. Mol. Biol. 13:238-252 
(1965)].Veiculos a base de lipossomas foram propostos para uma variedade de substancias 
farmacologicamente ativas, inclusive antibioticos, hormopjos e agentes anti-tumorais 
[Medical applications of liposomes (D.D. Lasic, D. Papahadjopoulos Ed.), Elsevier Science 
B.V., Holanda, 1998]. 

30 Outros processos de prepara9ao de lipossomas tern sido encontrados no estado da 

tecnica, [para uma revisao, veja, por exemplo, Cullis et al., in: Liposomes, From Biophysics 
to Therapeutics (M. Ostro, ed.), Marcel Dekker (New York), 1987, pp. 39-72; Woodle and 



16/29 



Papahadjopoulos, Methods Enzymol. 171:193-215 (1989); Liposome technology (G. 
Gregoriadis ed.), CRC Press, Boca Raton, FL, 1993]. 

O procedimento de Bangham [J. Mol. Biol. 13:238-252 (1965)] produz "lipossomas 
multilamelares ordinarios" (MLVs). MLVs "ordinarios" podem ter distribuifao de soluto 
desigual entre os compartimentos aquosos e, assim, apresentar diferen9a de pressao 
osmotica entre compartimentos. Lenk et Col. (Pat US4,522 7 803; US 5,030,453 e US 
5,169,637), Fountain et al. (Pat US 4,588,578), Cullis et al. (Pa US4,975,282) e Gregoriadis 
et al. -(Pat. W099/65465) descobriram metodos para prepara9ao de lipossomas 
multilamelares que tern distribuifao de soluto substancialmente igual entre os 
compartimentos. Uma distribuifao igual de soluto entpe os diferentes compartimentos 
significa uma maior eficiencia de encapsula9ao do medicamento assim como uma diferen?a 
de pressao osmotica menor o que torna esses MLVs mais estaveis que os MLVs ordinario. 

Podem ser produzidos lipossomas unilamelares por sonication dos MLVs [veja 
Paphadjopoulos et al. (1968)] ou por extrusao atraves de membranas de policarbonato 
[Cullis et Col. (Pat US 5,008,050) e Loughrey et Col. (Pat US 5,059,421)]. Lipideos 
satisfatorios incluem, por exemplo, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, 
cardiolipin, colesterol, acido fosfatidico, esfingolipideos, glicolipideos, acidos graxos, 
esterois, fosphatidiletanolamina, fosfolipideos polimerizaveis na sua forma polimerizada ou 
nao-polimerizada declara, e misturas desses lipideos. 

As composigoes dos lipossomas da presente inven^ao caracterizam-se pela 
modifica9ao das vesiculas fornecendo-lhes uma especificidade para orgaos ou para celulas. 
O direcionamento dos lipossomas fbi classificado, baseando-se em fatores anatomicos e nos 
mecanismos envoi vi dos. A classifica9ao anatomica esta baseado no nivel de seletividade, 
por exemplo, orgao-especifico, celula-especifico ou organela-especifico. Do ponto de vista 
dos mecanismos, o direcionamento pode ser considerado porno passivo ou ativo. 

O direcionamento passivo utiliza a tendencia natural dos lipossomas convencionais 
serem capturados pelas/ celulas do sistema de reticuloendothelial em orgaos que contem 
capilares sinusoidais. Os lipossomas da presente inven9ao sao estabilizados estericamente 
atraves do metodos (LEE) (tambem conhecido como "PEG-lipossomas") como veiculo de 
medicamento melhorado, devido a sua velocidade de elimina9ao reduzida da circuia9ao 
sanguinea [Lasic e Martin, Stealth Liposomes, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla. (1995)]. 
LEE sao lipossomas, cuja superficie e recoberta por urn polimero, em que o polimero, 
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preferentemente polietileno glicol (PEG), e conjugado covalentemente a urn dos 
fosfolipideos e cria uma nuvem hidrofila fora da bicamada da vesicula. Essa barreira esterica 
atrasa o reconhecimento dos lipossomas pelas opsoninas e permite que os LEE permane?am 
mais tempo na circulagao que os lipossomas convencionais [Lasic e Martin, Stealth 
5 Liposomes, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla. (1995); Woodle et Col., Biochim. Biophys. 
Acta 1105:193-200 (1992); Litzinger et Col., Biochim. Biophys. Acta 1190:99-107 (1994); 
Bedu Addo, et Col., Pharm. Res. 13:718-724 (1996)] e aumentam a eficacia farmacologica 
dos agentes encapsulados, como foi demonstrado para alguns quimioterapeuticos [Lasic e 
Martin, Cauteia Lipossomas, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla. (1995)] e peptideos 
10 bioactivos [Allen T.M. In: Liposomes, New Systems, New Trend?, in their Applications (F. 
Puisieux, P. Couvreur, J. Delattre, J.-P. Devissaguet Ed.), Editions de la Sante, Franga, 1995, 
pp. 125]. 

Estudos nesta area demonstraram que diferentes fatores afetam a meia-vida de 
circulasao dos LEE, e idealmente, o diametro das vesiculas deveria ser abaixo de 200 nm, 

15 com PEG de peso molecular de aproximadamente 2.000 Da, em uma propor9ao de 5% 
[Lasic e Martin, Cauteia Lipossomas, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla. (1995); Woodle et 
Col., Biochim. Biophys. Acta 1105:193-200 (1992); Litzinger et Col., Biochim. Biophys. 
Acta 1190:99-107 (1994); Bedu Addo et Col., Pharm. Res. 13:718-724 (1996)]. 

O direcionamento ativo envolve altera?ao dos lipossomas atraves da sua associa9ao 

20 com um ligante como um anticorpo monoclonal, a<;ucar, glicolipideo, proteina, polimero ou 
mudando a composi9ao ou o tamanho dos lipossomas para direciona-los para orgaos e 
celulas diferentes dos locais onde se acumulam os lipossomas convencionais. Veja, por 
exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Gannaro, A. R., ed., Mack Publishing, 18th 
edition, pp. 1691-1693. „ 

25 Lipossomas - contendo Ang-(l-7) foram micro-injetados xmilateralmente (35 ng de 

An 8-(1- 7 ) em 200 nti) no bulbo rostro ventrolateral (BRVL) com;uma agulha (30 G) que foi 
inserida lentamente no tecido cerebral pela superficie dorsal, usando as .. coordenadas 
estereotaxis: 1.8 mm anterior, 1.8 lateral ao obex, e so sobre o pia-mater. Lipossomas vazios 
(Lvaz) foram micro-injetados semelhantemente na mesma dose de lipideo. A pressao arterial 

30 foi registrada por telemetria durante 10 segundos, a cada 10 minutos, come9ando 4 dias 
antes e terminando 12 dias depois, em ratos nao perturbados com liberdade de movimento.A 
micro-injegao de LAng produziu um efeito pressor significativo durante o periodo diurno 
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que foi mantido durante 5 dias. A PAM mais alta foi obtida no dia 3 (114 ± 4 mmHg) que 
diferiu significativamente daquela registrada no dia 0 (100 ± 3 mmHg). Como esperado, 
Lvaz nao produziu altera^o significativa na PAM (94 ± 5 mmHg em dia 3 vs 90 ± 5 mmHg 
em dia 0). Alem disso, a PAM diurna foi significativamente mais alta no grupo Lang que no 
5 grupo Lvaz nos dias 1, 2 e 3. A PAM noturna, em contraste da PAM diurna, nao foi afetada 
significativamente pela micro-injegao de LAng. Estudos previos estabeleceram que a micro- 
inje9ao de Ang-(l-7) livre (nao encapsulada) no BRVL, em uma dose semelhante (25-50 
ng), produz um aumento de 15 mmHg por aproximadamente 10 min. A .curta dura9ao desse 
efeito foi atribuida ao metabolismo elevado do peptideo in vivo [Silva-Barcellos et Col., 

\0 Hypertension, 38(6): 1266-71 (2001). 

Nenhuma aplica9ao usando os oligopeptideos, Evasins, ou seus analogos estruturais 
e/ou conformacionais usando as ciclodextrinas ou seus derivados, os polimeros 
biodegradaveis e os lipossomas foi anteriormente descrita. A presente inven9ao caracteriza- 
se pelo uso de tres tecnologias diferentes, a de encapsulamento molecular dos 

1 5 oligopeptideos, Evasins, e seus analogos em ciclodextrinas e as de microencapsulamento em 
polimeros biodegradaveis ou em lipossomas e/ou misturas desses materials. 

Nenhuma prepara9ao de formula9oes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais caracterizado pela utiliza9§o dos Evasins 7a, 10c, lie, 12b e seus 
respectivos analogos estruturais e/ou conformacionais como modelos moleculares para o 

20 desenvolvimento de farmacos e/ou formula96es com base em compostos peptidicos e/ou 
nao-peptidicos foi anteriormente descrita. 

Uma outra caracteristica das formula96es dos Evasins e seus analogos estruturais 
e/ou conformacionais caracterizado pela prepara9ao de compostos de inclusao e/ou 
associa9ao entre ps Evasins e seus analogos estruturais globais e/ou conformacionais 

25 ciclicos conformacionais localizados ("hairpin") e com cadeias laterais com modifica9oes 
topologicas com as ciclodextrinas, seus derivados, lipossomas .e, os polimeros 
biodegradaveis e/ou misturas e sua utiliza9ao para o estudo e o tratamento da hipertensao 
arterial, outras doen9as cardiovasculares e suas complica9oes, feridas, queimaduras, 
eritemas, tumores, diabetes melitus, motilidade espermatica e bloqueio de espermatogenese, 

30 nefropatias, impotencia sexual, desordens gastrointestinais e ginecologicas, angiogenese, 
alopecia, doen?as sangiiineas e angioplastia em animais de sangue quente, de derrame 
cerebral, infarte agudo do miocardio ou morte cardiovascular, renoprote9ao nos casos de 
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falha renal ou nefropatia diabetica, hipertrofia ventricular esquerda, afinamento vascular, re- 
estinoses-pos angioplastia, angiopatia diabetica, esquemia periferica, angina e progressao de 
insuficiencia cardiaca apos infarto do miocardio e ateroesclerose. 

A presente invengao pode ser melhor entendida atraves dos seguintes exemplos nao 
5 limitantes. 

Exemplo 1: SINTESE DOS EVASINs PELO METODO DE SINTESE 
PEPTIDICA EM FASE S6LIDA 

Os oligopeptideos foram sintetizados de acordo com a metodologia.encontrada 
no estado da tecnica. A estrategia Boc baseia-se nos ensinamentos contidos em Barany, G. 
10 & Merrifield, R.B. (Gross, E. & Meinhofer, J., Eds.) (1980), The Peptides: Analysis, 
Synthesis and Biology, vol. II, 1, Academic Press, New York. 2-Stewart, J.M. & Young, 
J.D. (1984), Solid Phase Peptide Sinthesis, Pierce Chemical Company, Rockford. 

Os Evasins sinteticos foram purificados em sistema de HPLC e o material elujdo 
foi analisado por espectrometria de massa. 
15 Exemplo 2: MODEBTCAqOES CONFORMACIONAIS LOCALIZADAS, 

CONFORMACIONAIS GLOBAIS E DAS CADEIAS LATERAIS DOS 
AMINO ACID OS DAS MOLECULAS DOS EVASINs 

Os oligopeptideos foram modificados de acordo com a metodologia encontrada no 
estado da tecnica. As altera$6es propostas foram referidas e exemplificadas na revisao de 
20 Victor J. Hruby publicada na revista Nature, 1, 847-858, 2002. 

Exemplo 3: PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS EVASINS 
SINTETICOS 

Para purifica^ao dos Evasins sinteticos utiliza-se o sistema de HPLC. Os solventes 
utilizados foram todos de grau HPLC e a agua utilizada foi obtida por destilafao e filtrafao 
25 em sistema de Milli-Q, da Millipore v equipado com cartuchos para a reten<?ao de.sais e de 
compostos organicos. 

As fra9oes provenientes da purifica9ao foram submetidas a analise por 
espectrometria de massa para confirma9ao da massa molar dos Evasins apos purifica9ao. 

Exemplo 4: ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETERMINA£AO DA 
30 INIBICAO DA ECA PELOS EVASINS 

Os ensaios enzimaticos para inibi9§o da ECA recombinante foram realizados 
utilizando o substrato Mca-Ala-Ser-Asp-Lys-DpaOH, a 25° C, em tampao 50 mM Hepes 
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(pH 6,8), 200 mM NaCl e 10 [xM ZnCb- A monitora^ao continua das rea9oes foi realizada 
atraves determinafao do aumento da fluorescencia a X em = 390 nm (k es = 340 nm), 
proporcionados pela clivagem do substrato (S = K m , 40 mM) pela ECA, em fluorimetro. Os 
Evasins foranri pre-incubados com a enzima antes da adi9§o do substrato. Os ensaios 
5 enzimaticos com a ECA somatica para determinafao das constantes de inibigao dos Evasins 
sobre os dois sitios cataliticos N- e C-terminais foram realizados conforme. Cotton e cols, 
2002. 

Os resultados dos valores de K* para a inibi^ao da ECA pelos Evasins 'foram na 
ordem de nM. A maioria dos Evasins foi inibidores seletivos para o sitio C-terminal, o 
10 Evasin-lOc, por exemplo, apresentou um valor de Ki = 0,5 nM sendo 400 vezes mais, 
seletivo para este dominio. Enquanto outros Evasins apresentaram inibifao seletiva para o 
sitio N-terminal, por exemplo, os valores de Ki s obtidos com o Evasin-12b foram de 5 nM e 
1 50 nM para os sitios N e C-terminais, respectivamente. 

Exemplo 5: ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETERMINA^AO DA 
1 5 INIBICAO DA NEP PELOS EVASINS 

Os ensaios fluorimetricos para a inibisao da NEP recombinante foram realizados 
utilizando o substrato Abz-RL-EDDnp em tampao 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, a 37° C. A 
monitoragao continua das rea96es foi realizada atraves determina9ao do aumento da 
20 fluorescencia a A,™ = 418 nm (A, ex = 318 nm), proporcionados pela clivagem do substrato 
(K m = 8,4 |jM) pela NEP, em fluorimetro. Os Evasins foram pre-incubados com a enzima 
antes da adi9ao do substrato. Os ensaios enzimaticos com a NEP para determinagao das 
constantes de inibi9ao dos Evasins foram realizados conforme Ianzer, D.A., 2001. 
, : Os valores das constantes de inibi9ao (Ki) foram determinados atraves da rela9ao da 

25 constante de ihibi9ao aparente (Ki( a pp)) e o K m do substrato (Salvesen e Nagase, 1990). 

Os Evasins sao inibidores nao muito potentes da NEP, os resultados dos valores de 
Ki para a inibi9ao da NEP pelos Evasins foram na ofdem de pM. Um dos melhores 
inibidores foi o Evasin-9a que apresentou um valor de Ki = 86 |iM. 

Exemplo 6: TESTE DA ATIVIDADE POTENCIADORA DA BRADICININA 
30 DOS EVASINS ENSAIO BIOLOGICO EM ILEO ISOLADO DE COBAIA 

A atividade potenciadora dos peptideos sinteticos foi testada sobre a atividade 
contratil de musculatura lisa provocada pela bradicinina e foram determinados os valores de 
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UP utilizando a prepara<?ao de ileo isolado de cobaia. UP corresponde a concentra9ao do 
Evasin (nmol/mL de preparagao) capaz de transformar o efeito da resposta de uma dose 
simples de bradicinina a equivalente ao dobro. 

Foram utilizadas cobaias femeas. Antes de iniciar os ensaios, o ileo foi mantido em 
solu$ao Tyrode. Em seguida, uma das extremidades do segmento do ileo de 1,5 a 2,0 cm foi 
amarrada a um semi-anel presente no fundo de uma cuba de vidro, contendo solu9ao 
fisiologica de Tyrode a 37° C com borbulhamento constante de oxigenio atraves de um 
capilar, sendo que a outra extremidade foi amarrada a uma alavanca inscritora previamente 
calibrada. A tensao mantida foi de 1 g e as contra9oes do ileo isolado de cobaia foram 
registradas. Para determinar o efeito potenciador das, amostras sobre a bradicinina, uma 
curva log-dose resposta do efeito da bradicinina sobre o ileo isolado de cobaia foi tra?ada. A 
atividade de bradicinina e determinada pela medi9ao das contra9oes do ileo isolado de 
cobaia e a atividade potenciadora e expressa em termos de aumento da resposta tecidual a 
uma dose padrao de bradicinina conforme Shimuta e cols., 1981. 

Os EVasins foram testados individualmente e foram adicionados antes da adi9ao de 
uma dose simples de bradicinina. As dilui96es das amostras foram preparadas com agua 
deionizada no momento do emprego. A resposta medida foi interpolada na parte linear da 
curva log dose-efeito, obtendo-se a atividade potenciadora em termos do aumento da 
resposta da prepara9ao para uma dose padrao de bradicinina. Solu9ao TYRODE: 20 mL de 
solu9ao estoque I, 40 mL da solu9ao estoque II, 1 ml de solu9ao de difenidramina (1 
mg/mL), 1 mL de solu9ao atropina (1 mg/mL), 5,60 mM D-glicose e H 2 0 q.s.p. 1 L. Todos 
os reagentes utilizados neste experimento foram de grau analitico. 

Todos os Evasins potenciam a a9ao contratil da bradicinina em ileo isolado de cobaia 
dobrando o efeito contratil da bradicinina em concentra96es que variaram de 0,22 a 30 
nmoles. 

Eiemplo 7: A£AO DOS EVASINs SOBRE A PRESSAO ARTERIAL DE 
RATO ANESTESIADO 

A atividade potenciadora do efeito hipotensivo da bradicinina foi testada em ratos 
anestesiados. Ratos machos normotensos (WKY) foram anestesiados pelo pentobarbital 
sodico (Hypnol® Cristalia, 50 mg/kg, via intraperitoneal) e colocados sobre uma placa com 
temperatura controlada para a manuten9ao da temperatura corporal entre 36,5 °C e 37 °C. 
Utilizou-se um poligrafo acoplado a um transdutor fisiologico. Os valores da varia9ao da 
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pressao arterial foram obtidos integrando-se as areas delimitadas pela linha de base 
pressorica e comparando-as com os valores obtidos com experimentos controles. Nos 
ensaios in vivo foi verificada a atividade de potencia?ao dos Evasins sobre o efeito 
hipotensor da bradicinina na pressao arterial de rato anestesiado. Os ensaios foram 
5 realizados conforme Hayashi e cols., 2002. 

Foram determinados dois parametros para compara<?ao dos efeitos de potencia^o da 
bradicinina na PA de rato anestesiado: 
i 1) Intensidade do efeito potenciador da atividade hipotensora da bradicinina na pressao 
arterial de ratos anestesiados: Esse valor foi definido como a porcentagem (%) de aumento 

10 da hipotensao provocada por uma dose simples de bradicinina obtida apos infusao de 
200 nmol de potenciador. 2) Duragao do efeito potenciador: Tempo necessario para reduzir 
em 50 % o efeito do potenciador sobre uma dose simples de bradicinina. 

O efeito hipotensor da bradicinina foi potenciado pelos Evasins na faixa entre 40 - 
340 % em ratos anestesiados, por injegao endovenosa, em concentra<?ao fixa de 200 nmoles 

15 de Evasin/rato. Foi verificada durafao minima de 10 minutos chegando a ultrapassar 120 
minutos, para a redugao em 50% do efeito potenciador inicial. 

Exemplo 8: PREPARACAO DOS EVASINS E SEUS ANALOGOS EM 
MICROSFERAS DE PLGA E A LIBERACAO PROLONGADA DOS EVASINs DA 
FORMULACAO RESULTANTE. 

20 Particulas polimericas foram preparadas, a partir de co-polimeros do acido l&tico e 

glicolico (PLGA 50:50), pelo metodo da emulsao multipla A/O/A com posterior evapora?ao 
do solvente [Jeffery et al. Int. J. Pharm. 77:169-175 (1991)]. Tal metodo foi empregado para 
o encapsulamento dos EVASINs com as seguintes etapas. 100 mg de polimero PLGA 
(50:50 p/p) foi dissolvido em 1 mL de diclordmetano. Em seguida, foi adicionado 1,8 mg de 

25 EVASINs, previamente dissolvido em 200 \xL de agua deionizada, e a mistura foi submetida 
a sonica9ao para obtengao de uma emulsao agua/oleo (A/O). A emulsao A/O resultante foi 
adicionada a 50 mL de uma solufao de PVA 1 % (p/v) em agua desionizada. A mistura foi 
submetida a sonica?ao (5000 rota^oes/minuto) por aproximadamente 1 minuto. Deste modo 
e formada a segunda emulsao agua/oleo/agua (A/O/A). A emulsao foi mantida em agita?ao 

30 constante por 2 horas em temperatura ambiente para evaporar o diclorometano. Em seguida, 
as microesferas formadas foram submetidas a 3 ciclos de centrifuga9§o/lavagem com agua 
desionizada. As microesferas foram entao liofilizadas e armazenadas em 20°C. 
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Para se determinar a quantidade de peptideo incorporada, o peptideo foi extraido das 
particulas polimericas depois da dissolucao do polimero em diclorometano. A dosagem do 
peptideo foi realizada por radioimunoensaio [Neves et al., Biochem. Pharmacol. 50:1451- 
1459 (1995)]. A quantidade incorporada foi de 1,9 mg peptideo por g de microesferas o que 
5 representa um percentual de incorporacao de 1 5 %. 

A cinetica de liberacao do peptideo foi avaliada apos resuspensao das microesferas 
em solucao salina tamponada (pH 7,2) e incubacao em 37°C. Essas condic5es experimentais 
representam condicSes fisiologicas modelo. O peptideo liberado foi dosado por 
radioimunoensaio nos intervalos de 8 h, 24 h e 48 h. A percentagem de peptideo liberado 
10 das microesferas em condicoes fisiologicas modelo foi aproximadamente 60% em 8 h e 
cerca de 90% em 48 h. Portanto, esse exemplo ilustra a capacidade de as microesferas 
polimericas promover uma liberacao prolongada do peptideo. 

Exemplo 9: PREPARACAO DO COMPOSTO DE INCLUSAO ENTRE A 0- 
CICLODEXTRENA E SEUS DERTVADOS E OS EVASINS E SEUS ANALOGOS. 
15 A preparacao e feita em proporcoes equimolares de J3-ciclodextrina e seus derivados 

e os Evasins e seus analogos em solucoes aquosas. A mistura de solucoes e submetida a 
agitacao constante ate a completa dissolu9ao da p-ciclodextrina. Posteriormente a mistura e 
congelada a temperatura de nitrogenio Hquido e submetida ao processo de liofiliza5ao por 24 
horas. O solido assim obtido foi caracterizado atraves de tecnicas fisico-quimica de analises. 
20 A tecnica que forneceu caracteristicas importantes da interagao hospedeiro:convidado foi a 
fluorescencia. 

A preparafao foi realizada em proporcoes equimolares de ciclodextrina e peptideos. 
Na tabela abaixo estao descritos os compostos de inclusao preparados. Estes sistemas foram 
submetidos aos testes biologicos. 
25 Tabela: Compostos de inclusao entre ciclodextrinas e peptideos que foram submetidos aos 
testes biologicos " ~ 



Peptideo 


Ciclodextrina 


EVASIN-5a 


P-Ciclodextrina 


EVASIN-7a 


p-Ciclodextrina 


EVASIN-9a 


P-Ciclodextrina 


EVASlN-lOc 


P-Ciclodextrina 
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EVASIN-5a 


HP-P-CD 


EVASIN-7a 


HP-P-CD 1 


EVASTN-9a 


HP-P-CD 


EVASIN-lOc 


HP-P-CD 


EVASIN-12b 


HP-P-CD 

— ~ : 1 Ti 



CD e dos peptideos, foi dado inicio a etapa de caracterizagao por RMN do composto de 
inclusao HB-(3-CD/BPP~5a, bem como do BPP-5a e HB-(3-CD livres, estando os espectros 
de Ressonancia, apresentados nas figuras 14-20. 

Baseando-se nas respectivas simulates para o BPP-5a, analisou-se o espectro real do 
composto puro, fazendo as atribuigoes: 

1) O espectro de RMN 1 H, bem como o COSY, apresentam urn intenso sinal a 4.8^ ppm, 
devido a presenga da impureza "H 2 0" no solvente deuterado. 

2) Proximo ao sinal da agua, estao presentes os hidrogenios dos grupos "CH" que servem 
de ponte de ligafao entre as HgafSes peptidicas e grupos funcionais dos aminoacidos. 

3) Na regiao compreendida entre os valores de deslocamento quimico 2.8-3.7 ppm, estao 
presentes os grupamentos "CH 2 " ligados aos grupos "CH" vizinhos as ligagoes 
peptidicas. 

4) Entre 1.3-2.5 ppm aproximadamente, estao presentes multipletos referentes aos "CH2" 
presentes em grupos funcionais diversos. 

5) Em 1.2 ppm, observa-se um dupleto referente ao grupo CH 3 do segmento do aminoacido 
Alalina. Atraves do COSY, pode-se observar o acoplamento escalar deste grupo com um 
"CH" a 4,6 ppm (quarteto). 

6) A regiao compreendida entre a faixa de deslocamento quimico de 7.7 - 7.1 ppm, foi 
atribuida ao ! sistema de spins do grupo aromatico (correspondente ao segmento do 
aminoacido Triptofano). 

Quanto ao espectro da HP-P-CD, este demonstrou ser muito complexo, de dificil 
atribuifao, mesmo tomando como base, o espectro simulado. Contudo, e possivel atribuir 
alguns sinais listados a seguir: 

Entre deslocamentos quimicos 3.3 a 4.3 ppm, verifica-se um complexo multipleto 
devido aos grupos "CH" dos carbonos ligados as hidroxilas. No intervalo de deslocamento 
quimico entre 1.1 a 1.8 ppm, encontram-se os sinais devido aos grupos hidroxipropil. 



Com rela9ao ao experimento de RMN do composto de inclusao, fazendo-se uma 
compara9ao com 6 espectro do BPP-5a puro, observa-se uma clara separafao das linhas 
espectrais com uma consequente variafao de deslocamento quimico na regiao dos grupos 
aromaticos (5 « 7.7 - 7.1). Este resultado sugere o possivel encapsulamento do grupo 
5 aromatico na cavidade da HP-p-CD. 

Exemplo 10: EFEITO DOS EVASINs E DOS EVASINs NA FORMA 
ENCAPSULADA SOBRE A PRESSAO ARTERIAL DE RATO TRANGENICO TGR 
(mREN2)L27 ACORDADO 

Um dia antes do experimento, os animais foram submetidos a cirurgia para canula9ao 



10; da arteria e veia femural. Os ratos transgenicos foram anestesiados com eter e colocados.em 



separando a musculatura para localiza9ao do feixe vasculo-nervoso femural. As canulas 
foram introduzidas na veia cava inferior atraves da veia femural, para administrafao da 
droga e aorta abdominal atraves da arteria femural, para registro dos parametros 

15 cardiovasculares. Apos a introdu9ao das canulas, estas foram amarradas junto ao feixe com 
fio cirurgico. A seguir, as mesmas foram dirigidas subcutaneamente com auxilio de um 
trocater para a cintura escapular, onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura. A 
canula arterial foi utilizada para registro dos parametros cardivasculares e a canula venosa 
para administra9ao de drogas. 

20 O registro da pressao arterial e freqiiencia cardiaca foi feito um dia apos a canula9ao 

da arteria e veia femural, e o experimento realizado com os animais nao-anestesiados e com 
livre movimenta9ao. A canula arterial foi conectada a um transdutor de pressao conectado ao 



25' Apos a inje9ao in bolus do Evasin num volume total de 0,2 mL (solu9ao de NaCl a 0,9 %) 
foi monitorado o efeito hipotensor causado'e a tempo de dura9ao desse efeito. Neste ensaio 
foram testadas doses padrao de cada peptideo (70 nmol /1 00 g de peso corporal). Com n = 4. 

O Evasin-9a foi o peptideo mais potente com o melhor efeito hipotensor, apresentado 
uma queda de -30,5 ± 2,42 mmHg na pressao arterial media, seguido do Evasin- 10c com 

30 queda de media da PAM de -26,3 ± 2,87 mmHg. O Evasin-5a apresentou queda maxima da 
PAM de -22,2 ± 4,26 mmHg, muito parecido com o efeito maximo do Evasin-7a de -20,5 ± 
1,84 mmHg. 



decubito dorsal em uma prancha cinirgica. Foi realizada uma pequena 




transdutor. 



Antes da administra9ao da droga foi monitorada a PAP, a PAM e a FC dos ratos. 
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Quando comparado a duracao do efeito verificamos que o Evasin-7a foi o peptideo 
que apresentou mais de 100 minutos de duracao do efeito hipotensor. O Evasin-9a e Evasin- 
10c foram similares com tempos de duracao do efeito de 85 e 70 minutos, respectivamente. 
O tempo de duracao do efeito do Evasin-5a foi curto, apos 30 minutos de sua administracao 
ja nao foi mais notado o efeito hipotensor na PAM dos ratos transgenicos. 

Exemplo 11: EFEITO DOS EVASINs NA FORMA ENCAPSULADA SOBRE A 
PRESSAO ARTERIAL DE RATO TRANGENICO TGR (mREN2)L27 ACORDADO 

Urn dia antes do experimento, os animais foram submetidos a cirurgia para canulacao 
da arteria e veia femural. Os ratos transgenicos foram anestesiados corn eter e colocados em 
decubito dorsal em uma prancha cirurgica. Foi realizada uma pequena incisao na pele, 
separando a musculatura para localizacao do feixe vasculo-nervoso femural. As canulas 
foram introduzidas na veia cava inferior atraves da veia femural, para administracao da 
droga e na aorta abdominal atraves da arteria femural, para registro dos parametros 
cardiovasculares. Apos a introducao das canulas, estas foram amarradas junto ao feixe com 
fio cirurgico. A seguir, as mesmas foram dirigidas subcutaneamente com auxilio de um 
trocater para a cintura escapular, onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura. A 
canula arterial foi utilizada para registro dos parametros cardivasculares e a canula venosa 
para administracSo de drogas. 

O registro da pressao arterial e freqtiencia cardiaca foi feito um dia apos a canulacao 
da arteria e veia femural, e o experimento realizado com os animais nao-anestesiados e com 
livre movimentacao. A cSnula arterial foi conectada a um transdutor de pressao conectado ao 
eletrofisiografo. 

Antes da administracao da droga foi monitorada a PAP, a PAM e a FC dos ratos. 
Apos a injecao in bolus do Evasin num volume total de 0,2 mL (solufao de NaCl a 0,9 %) 
foi monitorado o efeito hipotensor causado e a tempo de duracao desse efeito. Neste ensaio 
foram testadas doses padrao de cada peptideo (70 nmol / 1 00 g de peso corporal). Com n = 4. 

Comparando os resultados obtidos com a administracao ; do Evasin-5a na forma livre 
e com a utilizacao do Evasin-5a incorporado ao composto de inclusao nao foi verificada 
nenhuma diferenca no efeito hipotensor na administracao do pentapeptideo livre ou na 
forma encapsulada. Verificamos a diferenca no tempo de duracao do efeito, onde o Evasin- 
5a encapsulado foi capaz de aumentar mais de 4 vezes o tempo de duracao do efeito do 
peptideo livre. 
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Exemplo 12: EFEITO DA ADMINISTRA^AO AGUDA DOS EVASINs 
SOBRE A PRESSAO ARTERIAL DE RATOS SHR MONITORADOS PELO 
SISTEMA DE TELEMETRIA 

Um sistema de telemetria foi utilizado para medir a pressao sistolica, diastolica, 
pressao arterial media e freqiiencia cardiaca. Esse sistema de monitoramento consiste de um 
dispositivo implantavel de radio frequencia, uma placa receptora, uma matriz, e um 
computador acompanhado de um software para aquisigao e analise dos dados (Braga, et al, 
2002). 

Foram utilizadps ratos SHR machos. Os animais foram deixados em jejum 24 horas 
antes da cirurgia. Sob anestesia por 2,2,2-tribromoetanql 2,5 % (lmL/100 g de peso 
corporal) o ra,to foi colocado em decubito dorsal em uma prancha cirurgica, a regiao 
abdominal ventral foi depilada e submetida a assepsia com alcool iodado. Uma incisao de 
aproximadamente 2 cm ria linha mediana abdominal foi feita para obter uma boa 
visualizagao da area da bifurcagao iliaca. Os intestinos foram retraidos para permitir um 
completo acesso aos vasos sanguineos abdominais. Os tecidos adiposos e conectivos, ao 
longo do leito vascular, foram delicadamente removidos com auxilio de cotonetes e gazes 
ate a identificagao da aorta abdominal e seu isolamento da veia cava. Um cordonet 
umedecido em salina envolvia a aorta para impedir o fluxo sanguineo e um pequeno corte 
foi feito usando uma agulha (25 x 8) dobrada em um angulo de 90°. Em seguida, usando 
uma pinga guia, o cateter de polietileno do dispositivo recebeu o gel biocompativel e foi 
inserido na arteria. A area da entrada do cateter foi limpa e seca e uma quantidade minima 
de cola de tecido foi aplicada. Sobre a cola foi colocado um pequeno pedago de papel de 
celulose para fixar o cateter na aorta. A bateria do dispositivo foi ativada com o ima e 
usando um radio AM nao sintonizado foi feito o registro do som caracteristico da posi$ao do 
cateter na aorta. A musculatura abdominal foi suturada prendendo o dispositivo pela sua alga 
de silicone. Em seguida, a pele foi suturada. A assepsia foi feita com alcool iodado e a 
seguir 0,1 mL de pentabiotico foi administrado por via intramuscular: Os animais foram 
colocados em gaiolas individuais e permaneceram em ambiente aquecido ate a recuperagao 
total da anestesia. Apos a recuperagao, os animais foram levados a sala de telemetria 
climatizada a 25° C com ciclo claro-escuro de 12 horas (6:00 as 18:00hs dia e 18:00 as 6:00 
hs noite). A agua e ragao foram fornecidas a vontade. 
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Antes do inicio do experimento, os animais foram alojados em gaiolas individuals 
(15 cm x 12 cm x 6 cm) e mantidos por 8 dias ate os tragados telemetricos indicarem o 
restabelecimento da pressao sanguinea e frequencia cardiaca. Os dados foram amostrados a 
cada 10 minutos por 10 segundos/24 horas. 
5 Os resultados obtidos com os Evasin-7a e Evasin-lOc encapsulados ao composto de 

inclusao (3-ciclodextrina mostrou que esses dois peptideos apresentam atividade hipotensora 
em ratos espontaneamente hipertensos. 

O Evasin-7a apresentou duragao de 9 horas com. queda maxima de PAM de 20 
mmHg apos 5 horas e em 8 horas apos a administragao do peptideo e 5 horas, 
10 respectivamente. O Evasin-lOc teve duragao maxima de efeito hipotensor de 5 horas, com 
queda maxima de 13 mmHg. 

Exemplo 13: BIODISTRIBUigAO DOS EVASINs 

A introdugao endovenosa de Evasins marcados com 1 125, atraves do metodo da 
cloramina T, em camundongos mostrou que esses peptideos se concentram marcadamente 

15 nos rins. Por exemplo, a injegao endovenosa do EvasinlOc-Ins revelou apos 15 minutos que 
esse peptideo apresentava uma concentragao de cerca de 2 vezes maior por grama de tecido, 
nos rins que nos pulmoes e figado. Nos demais tecidos e no sangue a concentragao do 
peptideo radioativo foi significativamente menor. Essa diferenga aumenta nos rins . em 
relagao aos demais tecidos, atinge o maximo apos 30 minutos caindo rapidamente nos 

20 tecidos e muito mais lentamente nos rins onde permanece na concentragao de cerca de 50% 
da concentragao maxima apos 3 horas de sua administragao. Esse mesmo perfil de 
distribuigao foi observado quando o peptideo radioativo foi introduzido juntamente com o 
captopril numa concentragao molar 10 vezes maior superior a do peptideo, apenas reduzindo 
em cerca de 30% a concentragao maxima atingida pelo peptideo radioativo comparado 

25 aquela obtida na ausencia de captopril. 

Tanto a biodistribuigao dos Evasins como seu tempo de permanencia nos rins 
mostrou que os Evasins tern maipr seletividade pelos rins permanece por um tempo mais 
prolongado ligado aquele tecido que o captopril. 

Este exemplo descreve a melhoria da biodisponibilidade dos Evasins seguindo sua 

30 administragao na forma encapsulada em lipossomas estabilizados estericamente. 

A preparagao dos Evasins na forma encapsulada em lipossomas foi realizada de acordo com 
o metodo de Kirby e Gregoriadis [Biotecnologia 2:979-984, 1984] e seguida por extrusao da 
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suspensao de DRV atraves de membranas de policarbonato de poro de diametro de 200 nm 
[Nayar et al. Biochim. Biophys. Acta. 986:200-206 - (1989)]. Os lipossomas contendo o 
peptideo encapsulado foram separados de peptideo nao encapsulado atraves de dialise e 
foram esterilizados atraves de filtra^ao em membranas estereis de 0,22 micrometros. Uma 
5 composite) lipidica de diestearoil-fosfatidilcolina, colesterol e diestearoil- 
fosfatidiletanolamina-polietilenoglicol (P.M. 2.000) e uma rela9ao molar de 5:4:0,3 foram 
escolhidos. A quantidade de peptideo encapsulado foi determinada usando a fluorescencia 
intrinseca dos Evasins. A eficiencia de encapsula9ao alcan?ada foi de r 12% e uma rela9ao 
peptideo/lipideo de 0,03 (p/p). O tamanho do lipossomas foi determinado atraves da tecnica 
10 por difusao quasi-elastica da luz. O diametro medio das vesiculas foi de 0,19.micrometro. 



Processo de prepara9ao de formulagoes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais caracterizado pela prepara?ao de compostos de inclusao e/ou 
associate* entre os Evasins e seus analogos estruturais globais e/ou conformacionais 
ciclicos conformacionais localizados ("hairpin") e com cadeias laterais com 
modifica9oes topologicas com as ciclodextrinas, seus derivados, lipossomas e os 
polimeros biodegradaveis e/ou misturas. 

Processo de prepara?ao de formulafoes caracterizado pelo uso dos.Evasins: 
Oligopeptideos de 5-13 aminoacidos 



Formulas 


Seqiiencias 


Nomenclatura 




I 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 P 5 


Evasin-5a, b v .* 


n 


n 


<E l aa 2 aa 3 aa*aa 5 P 6 


£vasin-6a, b,,«. 


n 


m 


<E l aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 P 6 P 7 


Evasin-7a, b,... 


n 


IV 


<E 1 aa 2 aa 3 P 4 aa 5 aa 6 P 7 P 8 


£yasin-8a 9 b,.- 


n 


V 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 P 8 P 9 


Evasin-9a, b,... 


n 


VI 


<E l aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 P 6 aa 7 aa 8 P 9 P 10 


Evasin-lOa, b,. 


n 


vn 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 P 7 aa 8 aa 9 P 10 P u 


Evasin-lla, b 9 . 


n 


VIII 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 P 8 aa 9 aa 10 P H P 12 


Evasin-12a, b 9 . 


n 


IX 


<E 1 aa 2 aa 3 aa 4 aa 5 aa 6 aa 7 aa 8 P 9 aa 10 aa ll P 12 P 13 


Evasin-13a, b,.. ? n 


onde: 









P e sempre prolina. Os demais poderao ser L- ou D-aminoacidos e derivados que estao 
apresentados com o codigo de tres e uma letra 



acido aspartico (Asp, D) 
alanina(Ala, A) 
asparagina (Asp, D) 
glicina (Gly, G) 
histidina (His, H) 
leucina (Leu, L) 
prolina (Pro, P) 
tirosina (Tyr, Y) 
triptofano (Trp, W) 

acido aminobutirico (Abu) 



acido glutamico (Glu, E) 
arginina ( Arg, R) 
fenilalanina (Phe, F) 
glutamina (Gin, Q) . / 
isoleucina (He, I) 
lisina (Lys, K) 
serina (Ser, S) 
treonina (Thr, T) 
valina (Val, V) 

acido aminoisobutirico (Aib) 



acido diaminobutanoico (Dab) 

acido hexanoico (e-Ahx) 

acido piroglutamico (Pyr, <E) 

acido tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic) 

butil-glicinaciclohexilalanina (Cha) 

citrulina (Cit) 

fenilglicina (Phg) 

homoserina (Hse) 

norvalina (Nva) 

penicilalanina (Pen) 



acido diaminopropionico (Dpr) 
acido isonipecotico (Isn) 



estatina e derivados (Sta) 
hidroxiprolina (Hyp) 
norleucina (Nle) 
ornitina (Orn) 
sarcosina (Sar) 



tietilalanina (Thi) 
<E l acido piroglutamico e o aminoacido N-terminal; 

aa 2 e urn aminoacido geralmente W, S, ou K para as formulas I e II , geralmente D para 
formula III e geralmente W, S, G ou N para as formulas IV a IX; 

aa 3 e geralmente W, P, F ou G para as formulas I a in e geralmente P, G, W ou R para as 
formulas IV a IX; 

aa 4 e urn aminoacido geralmente P, A ou R para as formulas I a III e geralmente P, A, R 
ou W para as formulas IV a IX; 

aa 5 e urn aminoacido geralmente R ou I para as formulas II e III e geralmente T, P, G, 

H, R, W ou E para as formulas IV a IX; 

aa 6 e urn aminoacido geralmente Q, N, P, T 7 H, R ou G para as formulas V, VII, VIII e 
IX; e frequentemente I, A, T ou Y para a formula IV 

aa 7 e urn aminoacido geralmente N, Q, G ou R para as formulas VI, VIII elXee 
frequentemente I, A, T ou Y para a formula V; 

aa 8 e urn aminoacido geralmente Q, P ou G para as formulas VII e IX e frequentemente 

I, A, T ou Y para a formula VI; 

' aa 9 e um aminoacido geralmente Q, N ou G para a formula VIII e frequentemente I, A, T 
ou Y para a formula VII; 

aa 10 e um aminoacido geralmente Q e E para a formula IX e e frequentemente I, A, T ou 
Y para a formula VIII; 

aa 11 para a formula IX e frequentemente I, A, T ou Y; 



com as ciclodextrinas, seus derivados, lipossomas e os polimeros biodegradaveis e/ou 
_ misturas.- . - _ 

Processo de preparaq:ao de formulafoes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais caracterizado pela utilizas&o dos Evasins 7a, 10c, lie, 12b e seus 
respectivos analogos estruturais e/ou conformacionais como modelos moleculares para o 
desenvolvimento de farmacos e/ou formulagoes com base em compostos peptidicos e/ou 
nao-peptidicos. 

Processo de preparafao de fdrmula95es dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com a reinvidica9oes 1, 2 e 3 caracterizado por apresentar 
atividade inibitoria diferencial para a endopeptidase neutra e a enzima conversora de 
angiotensina I. 

Processo de prepara9ao de formula95es dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com a reinvidica96es 1, 2 e 3 caracterizado por apresentar 
menor atividade inibitoria sobre a endopeptidase neutra. 

Processo de preparayao de formula^oes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com a reinvidica9oes 1, 2, 3, 4 e 5 caracterizado pela menor 
incidencia de efeitos colaterais, como tosse e angioedema. 

Processo de utiliza9ao dos Evasins como modelos moleculares para o desenvolvimento 
de farmacos e/ou formula96es com base em compostos peptidicos e/ou nao-peptidicos 
caracterizados por apresentar atividade vasodilatadora e/ou vasoprotetora por a9ao direta 
no endotelio. 

Processo de prepara9&o de formula9oes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reinividica95es de 1 a 4 caracterizado pelo uso no 
estudo e o tratamento da hipertensao arterial, outras doen9as cardiovasculares e suas 
complica9oes, feridas, queimaduras, eritemas,,..tumores, diabetes melitus, mqtilidade 
espermatica e bioqueio de espermatogenese, nefropatias, impotencia sexual, desordens 
gastrointestinais e ginecologicas, angiogenese, alopecia, doen9as sangiiineas e 
angioplastia em animais de sangue quente, de derrarne cerebral, infarte agudo do 
miocardio ou morte cardiovascular, renoprote9ao nos casos de falha renal ou nefropatia 
diabetica, hipertrofia ventricular esquerda, afinamento vascular, re-estinoses-pos 
angioplastia, angiopatia diabetica, esquemia periferica, angina e progressao de 
insuficiencia cardiaca apos infarto do miocardio e ateroesclerose. 
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9. Processo de preparafao de formula$oes de acordo com as reinvidica^oes 1, 2 e 3 
caracterizadas pela mistura de solugoes organo-aquosas de ciclodextrinas ou derivados 
de ciclodextrinas selecionados do grupo contendo alquil, hidroxialquil, hidroxipropil e 
acil ou ciclodextrinas com liga9ao cruzada ou polimeros de ciclodextrinas com solufoes 
organo-aquosas dos Evasins e/ou dos seus analogos. 

10. Processo de prepara<?ao de formulafoes de Evasins e/ou dos seus analogos estruturais 
caracterizado pelo uso das ciclodextrinas, derivados de ciclodextrinas, lipossomas, 
polimeros biodegradaveis, derivados de polimeros biodegradaveis ou^misturas desses 
sistemas. 

11. Processo de utilizafao dos Evasins como modelos moleculares para o desenvolvimento 
de farmacos e/ou formulafoes com atividade inibitoria diferencial para a endopeptidase 
neutra e a enzima conversora de angiotensina I, caracterizados por menor atividade 
inibitoria para a endopeptidase neutra e em consequencia com menor possibilidade de 
incidencia de efeitos colaterais como tosse e angioedema. 

12. Preparagao de formulafoes caracterizadas pela mistura de solugoes organo-aquosas de 
ciclodextrinas ou derivados de ciclodextrinas selecionados do grupo contendo alquil, 
hidroxialquil, hidroxipropil e acil ou ciclodextrinas com ligatjao cruzada ou polimeros de 
ciclodextrinas com solu^Ses organo-aquosas dos Evasins e/ou dos seus analogos, para 
estudo e tratamento da hipertensao arterial, outras doen9as cardiovasculares e suas 
complica95es, feridas, queimaduras, eritemas, tumores, diabetes melitus, motilidade 
espermatica e bloqueio de espermatogenese, nefropatias, impotencia sexual, desordens 
gastrointestinais e ginecologicas, angiogenese, alopecia, doengas sanguineas e 
angioplastia. 

13. Preparafao de formulagoes caracterizadas pela mistura de solugoes organo-aquosas de 
ciclodextrinas ou derivados de ciclodextrinas sejecionados do grupo contendo,. alquil, 
hidroxialquil, hidroxipropil e acil ou ciclodextrinas com Ugagao cruzada ou polimeros de 
ciclodextrinas com soIu<?oes organo-aquosas dps Evasins e/ou dos seus analogos, para 
uso como anti-concepcional masculino. 

14. Processo de prepara?ao de formulafoes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reivindica96es 1, 2 e 3, caracterizado pelo aumento 
da biodisponibilidade dos referidos peptideos. 
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15. Preparafao de formula96es dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reivindica96es 1, 2 e 3, caracterizada pelo aumento 
da dura9ao e/ou eficacia do efeito. 

16. Processo de preparagao de formulafoes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reivindicafoes 1, 2 e 3, caracterizado pelo uso da 
mistura-de excipientes aceitaveis farmaceuticamente, incluindo agua, solu9ao salina, 
solu9oes tamponadas, solu9ao de Ringer, solu9ao de dextrose, solu9ao de Hank, solu95es 
salinas biocompativeis, contended ou nao polietileno glicol para o uso no tratamento de 
emergencia hipertensiva. 

17. Prepara9ao de formula9oes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reivindica96es 1, 2 e 3 caracterizada pelas vias de 
ap!ica9ao oral, intramuscular, intravenosa, subcutanea, topica, inala9ao (pulmonar, 
intranasal, intrabucal) ou como dispositivos que possam ser implantados ou injetados, 
para estudo e tratamento da hipertensao arterial, outras doen9as cardiovasculares e suas 
complica9oes, feridas, queimaduras, eritemas, tumores, diabetes melitus, motilidade 
espermatica e bloqueio de espermatogenese, nefropatias, impotencia sexual, desordens 
gastrointestinais e ginecologicas, angiogenese, alopecia, doen9as sanguineas e 
angioplastia em animais de sangue quente. 

18. Prepara9ao de formula9oes dos Evasins e seus analogos estruturais e/ou 
conformacionais de acordo com as reivindica96es 1, 2, 3, 15el6 caracterizada por 
apresentar indica9ao para o estudo e o tratamento de derrame cerebral, infarte agudo do 
miocardio ou morte cardiovascular, renoprote9ao nos casos de falha renal ou nefropatia 
diabetica, hipertrofia ventricular esquerda, afinamento vascular, re-estinoses-pos 
angioplastia, angiopatia diabetica, esquemia periferica, angina e progressao de 
insuficiencia cafdiaca apos infaito do miocardio, preven9ao e tratamento de 
ateroesclerose. . : s 



Resumo 

"Processo de Preparacao de Formulacoes farmaceuticas e/ou Produtos 
Associados para o desenvolvimento de aplicacoes dos Evasins e seus analogos Estruturais 
e/ou Conformacionais em Doencas Cronico-Degenerativas". 

A presente invencao caracteriza-se pelo processo de preparacao de formulacoes 
farmaceuticas para o desenvolvimento de aplicacoes dos Evasins e seus analogos 
estruturais e/ou conformacionais em doencas cronico-degenerativas. Caracteriza-se ainda 
pelo processo de preparacao das formulacSes farmaceuticas e/ou produtos, associados dos 
peptideos Evasins e seus analogos estruturais e/ou conformacionais usando as 
ciclodextrinas, seus derivados, lipossOmas e os polimeros biodegradaveis e/ou misturas 
desses sistemas.' 

A presente inventao caracteriza-se tambem pela identificafao de mecanismos 
bioquimicos e fisio-farmacologicos dissociados dos efeitos sobre a metabolizacao da 
bradicinina e angiotensina II que contribuem para o mecanismo, de acao desses peptideos em 
patologias crdnico-degenerativas. 

Nenhuma aplicacao usando ps Evasins e seus analogos, usando as ciclodextrinas, 
lipossomas, os polimeros biodegradaveis e seus derivados para o estudo e tratamento de 
hipertensao arterial ou outras doencas cardiovasculares e/ou cronico-degenerativas foi 
encontrado no estado da tecnica. Isso caracteriza a presente invencao como uma nova 
alternativa mais eficaz para o estudo e tratamento dessas patologias e suas complicafoes. 

Caracteriza-se ainda pelo aumento da eficacia do referido peptideo e seus analogos 
associados com ciclodextrinas quando aplicados em ratos, isso caracteriza um aumento na 
biodisponibilidade do peptideo e seus analogos nas formulacoes da presente invencao. 



